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第3章 組換えウシIL-6および抗ウシIL-6モノクローナ
ル抗体の作製とELISA法によるウシIL-6特異的
測定法の開発
バキュロウィルス系を用いて組換えウシIL-6の産生系
を開発した。組換えバキュロウィルスに感染した昆虫細
胞は，抗ヒツジIL-6抗体に反応する分子量約23.8 kDaの
タンパク質，すなわちIL-6を分泌した。次にIL-6のアッ
セイ系を確立するために，組換えウシIL-6に対するウサ
ギ抗血清及びモノクローナル抗体（10B7）を作製し，
ELISA法の開発を試みた。IL-6のELISA法は50 pg/ml
から20 ng/mlの範囲で測定可能であり，アッセイ内変
動係数は8.6%であった。このELISA法は，ヒトおよび
マウスIL-6，ウシTNF-α，ウシIL-1βおよびウシIFN-
γとは交差反応を示さないことから，ウシIL-6を特異的
に測定できることが明らかとなった。得られた組換えウ
シIL-6は7TD1細胞の増殖を刺激せず，マウスのIL-6依
存性細胞に対する細胞増殖活性にはIL-6を産生する動物
に種差があることが示唆された。
第4章 ウシIL-6および他の炎症性サイトカインによる
初代培養肝細胞の急性期蛋白産生
前章までにLPSの培養ウシクッパー細胞の刺激により，
ウシIL-6，IL-1β，TNF-αが分泌されることを明らか
にした。本章では，組換えウシIL-6，IL-1β，TNF-α
およびIFN-γが肝細胞の蛋白産生におよぼす作用をin
vitroで検討した。ウシ肝細胞を各サイトカインを添加し
て培養24時間後の上清を回収し，ELISAとウェスタンブ
ロッティングで上清中のアルブミンおよびハプトグロビ
ンの濃度を測定した。ウシIL-6は，ウシ肝細胞のアルブ
ミン産生を低下させ，逆にハプトグロビンの産生を濃度
依存性に増加させた。ウシIL-1β，TNF-αおよびIFN-
γもウシ肝細胞のアルブミンの産生を濃度依存性に低下
させ，IL-1βおよびTNF-αはハプトグロビンの産生を
有意に上昇させた。ハプトグロビン産生作用はIL-6が他
のサイトカインに比べて顕著に高く，ウシ肝細胞でのハ
プトグロビンの誘導にはIL-6が最も重要であることが示
唆された。
第5章 LPS投与牛における血中TNF-α，IL-6，アス
パルギン酸トランスアミナーゼ（AST）および
ハプトグロビンの動態
前章までのin vitroの実験結果を踏まえ，ウシにLPS
（5μg/kg体重）を頸静脈から投与し，経時的に採血を
行って，血中サイトカイン，ASTおよびハプトグロビン
の動態を解析した。LPS投与後血中TNF-αは一過性に
上昇し1から2時間をピークとして，3時間には半減した。
いっぽう，血中IL-6はLPS投与後6時間に上昇，9時間で
ピークに達し，24時間以降低下した。ハプトグロビン
は，12から72時間にかけて増加し続け，4日目には低下
した。血清ASTは投与後2時間から徐々に上昇し，24時
間をピークとして，72時間後には低下した。IL-6の上昇
に続いてハプトグロビンが上昇したことから，LPS投与
により誘導産生されたIL-6が肝臓での蛋白合成を制御し
て，急性期反応に関与する可能性が示された。
本研究では，ウシの肝臓に対するETの影響を理解す
るために，in vitroでのウシクッパー細胞における炎症
性サイトカインの産生特性を明らかにした。また，IL-6
と病態の関連性や予後診断法としての可能性を検討する
ために，ウシ特異的IL-6のアッセイ系をELISA法によっ
て確立した。さらに，ウシIL-6の肝臓に対する作用を理
解するために，ウシ肝細胞培養系で炎症性サイトカイン
による急性期蛋白の誘導について検討した。最後にLPS
を投与したウシでのIL-6の血中動態や急性期蛋白の誘導
についての解析を試み，ウシでは内因性ETの増加によ
り血中TNF-α，IL-6が上昇し，このうち一部のIL-6は
クッパー細胞から分泌され，肝細胞に作用してハプトグ
ロビン産生を誘導することを明らかにした。
